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Projekt: Ontwikkelen methoden voor het verrichten van identificaties 
c.q. confirmaties 
Onderwerp: Bevestiging gehalte Nicarbazin in eieren met behulp van 
HPLC met uv ~Diode~Array detectie 
Bijlagen: 14 
Doel: 
Onderzoek naar de aanwezigheid van Nicarbazin (c.q. Dinitrocarbani~ 
lide) in t~o~ee opgewerkte eimonsters afkomstig van Pluimvee Onderzoeks .. 
instituut "Spelderholt". 
Samenvatting: 
T~o~ee voorbe~o~erkte eimonsters welke via een normale HPLC ~analyse pos i .. 
tief waren bevonden op het Spelderholt zijn geanalyseerd met behulp 
van HPLC met Diode-Array detectie. Hierbij zijn de UV - spectra van de 
"positieve" pie ken vergele ken met standaardspectra van Nicarbazin en 
Dinitrocarbanilide. 
Conclusie: 
Bij beide monsters was een piek aantoonbaar met dezelfde retentietijd 
en hetzelfde UV-spectrum als standaard Nicarbazin (c.q. Dinitrocar'"' 
banilide). 
Verantwoordelijk: d rs H.M.L. Aerts 
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Projektleider : w. Traag ~ 
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Inleiding 
Nicarbazin is een coccidiostaticum dat als additief toegestaan is voor 
pluimvee met uitzondering van eenden/ganzen/kalkoenen/parelhoenders/op-
fokhennen en leghennen (125 ppm). 
Bij langdurige toediening \11erkt het groeiremmend. 
Nicarbazin is een equimolair complex van 4,4' dinitrocarbanilide 
(DNC, I) en 2 -hydroxy-4,6 - dimethylpyrimidine (HDP, II). 
Alle residuanalyses richten zich op DNC omdat dit langzaam geëlimi-
neerd \Wrdt. De wachttijd is 7 dagen. 
Naar aanleiding van een probleem van een Nederland se exporte ur 111iens 
eieren in het buitenland positief op Nicarbazin bevonden \olerden , is 
binnen het Pluimveeinstituut Het Spelderholt het probleem analytisch 
opgepakt. Dit resulteerde in een r esid uanalyse methode voor DNC. 
\-lel waren de recoveries laag (15-20%). 
Daarop volgend zijn een aantal monsters uit de markt via deze methode 
geanalyseerd (HPLC - , UV 360 nm detectie). Twee positieve monsters zijn 
vervolgens binnen het RIKIL'f bekeken. 
Experimenteel 
HPLC -systeem: 
Voorkolom 
Kolom 
Eluens 
Flow 
Detectie 
DNc. (I) 
Bond a pak C18/Corasil 3 7-50 llm• (20 mm, 3, 9 mm) (\-late rs) 
cp'fM-Spher Cl8 Cartridge (100 x 3 rum) 8 llm (Chrompack) 
0,01 N Na -Acetaatbuffer pH = 5, 0/ Acetonitril 50/50 
0,4 ml/min 
365 nm 
Injectievolume: 50 lll 
Detector HP 1040 A Diode-Array UV-detector. 
Uitvoering: 
Verdun 100 lll van de voorbewerkte monsters nr. 0704-1/0704 -2 met 100 
lll acetaatbuffer. Injecteer 50 lll• 
84 71.1 - 2 -
t.• 
\ 
- 2 -
Injecteer bovendien 50 ~1 van Nicarbazin standaardoplossing (285 
~g/100 ml) en DNC-standaardoplossing (114 ~g/100 ml). Van alle 
monsters \vord t het chromatagram bij 365 nm geplot. 
Daarnaast \vordt het UV-spectrum opgenomen van de component \velke bij 
~ 7 J 5 min elueert (DNC). 
Behalve bij 365 nm \vorden de monsters gemeten bij 254; 260 en 320 nm. 
Resultaten: 
In figuur 1 t/m 3 zijn de resultaten van Nicarbazin-standaard \veerge-
geven. Bij 365 nm is slechts één piek te zien. Uit het UV-spectrum 
blijkt A max = 347 nm. Uit het chromatagram bij andere golflengten is 
te zien dat Nicarbazin uit 2-componenten bestaat (figuur 2; chroma-
tagram C). 
De piek bij ~ 7J5 minuut is afkomstig van DNC zoals uit figuur 4 t/m 5 
blijkt. HPD valt binnen het dode-volume. Figuur 6 t/m 9 laten zien dat 
het UV-spectrum van de piek bij 7 J5 minuut van monster 0704-1 identiek 
is aan het DNC-spectrum. Hetzelfde geldt voor monster 0704-2 (figuur 
10 t/m 13). In figuur 9 en 13 zijn de UV-spectra van monsters en stan-
daarden over elkaar heen geplot. 
Op grond van vergelijking van piekhoogten met de DNZ standaard; inweeg 
monster (50 gram) en recovery (10 - 20%) kan een schatting van het 
gehalte Nicarbazin in de monsters gemaakt worden. Dit is 700 ppb voor 
0704-1 en 500 ppb voor 0704-2. 
Conclusie : 
Door middel van vergelijking van retentietijden en UV-spectra van 
twee onbekende monsters met standaard Nicarbazin en Dinitrocarbanilide 
wordt de aanwezigheid van DNC in deze monsters bevestigd. Dit DNC moet 
dan afkomstig zijn van Nicarbazin toegediend aan leghennen. 
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